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@ Verfahren zur DNA-Basensequenxbestimrnurig 

Ein Verfahran zur DNA-8asensequenzb«stimmung kann 
wirkungavoi! DNA-basenaequenzafl von vielen Proben be- 
st immen. jaweils dadurch. da& die Proben simutten irn Ge- 
mtsch verarbestet warden kdnnan, einschliafiend;, einan 
Schritt in dam eina Viebehl von DN A- Proben mtt Jewells un- 
terscrtiedllchen Vektoran kloniert wird; einan Schritt, in dem 
die erhaltenen Proben im Gemisch mit Primern komplemen- 
tar-kenen-synthetisieri warden, entsprochend dan jeweili- 
gen Vaktoran. wobei dia Primer nur mtt ainem beaondaran 
der Vektoren einzeln hybridisiert warden kdnnen. und wobet 
dia Primer mit jeweib unterachiedlichen FUiorophoren mar- 
kiert sind; ainen Schritt In dem jeda der erhaltenen bertan- 
deiten Miachungen in vier Teile geteilt wird und wobei die 
DNA-Fragrnentgmppen so gebildet warden, daft Endgrup- 
^ pen davon Adenin, Cytosin, Guanin bzw. Thymtn warden 
^ kdnnen und einan Schritt in dam die vier ONA-Fragment- 
^ groppen, klaaarHziert durch Endgruppon. auf Elektrophore- 
^- sebahnen individual! unterscrriadUch elektrophoretiacb 
0> bewegt werden, und nuorosxenxficht emrttiari von dan 
W DNA-Fragmenten jeder DNA-Fragrnentgruppe. nachgawie* 
sen wird. 
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Beschretbung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren 2ur wirkungsvol- 
len Basensequenzbesummung. 

Eine berkornmliche Technik. die fur die Bestimmung 
von DNA-Basensequenzen verwend t wird, ist Autora- 
diographic. Andererseits ist kOrzlich ein Echtzeitnach- 
weissystem unter Verwendung von Fluoreszenzmar- 
kern entwickelt worden. Bei dicscr Technik werden 
DNA-Fragmente mit vier unterschiedlichen Fluoropho- 
ren emsprechend den vier jeweiligen Sonen oder Anen 
von AnschluBgatiungen, bzw. Endgruppen, bzw. end- 
standigen Basen markiert und auf eine Wanderungs- 
bahn bzw. Migrationsbahn zur Wanderung fiber eine 
bestimmte Entf ernung injiziert und dann wird ein Laser- 
strahf darauf angelegt, urn zu beobachtendes Fluores- 
zenzlicht zu emittieren. Die Endgmppen der DNA- 
Fragmente konnen durch die Welleniangen des Fluores- 
zenzlichts erkannt werden und anhand der Nachweis- 
zeit kann die DNA-Basensequenz bestimmt werden. 

Bei einer anderen Technik werden DNA-Fragmente, 
die vier Sorten von Endgruppen haben und mit einem 
einzigen Fluorophor markicrt werden, auf vier unter- 
schiedliche Wanderungsbahnen injiziert, um das emit- 
tierte Fluoreszenzlicht zu messen und die DNA-Basen- 
sequenzen zu bestimmen. 

Die obenerwahnten herkommlichen Techniken ha- 
ben den Mangel daB fUr jede zu bestimmende Probe 
komplizierte Vorbereitungen gemacht werden mussen. 

Urn diese komplizierten Vorbereitungen zu vermei- 
den, wird ein Verfahren zur DN A- Basensequenzbestim- 
mung angegeben, das einschlieBt 

(1) einen Schritt 1, in dem verschiedene DNA-Pro- 
ben in jeweils verschiedene Vektoren eingefQgt 
bzw. inkorporiert bzw. etngebaut werden; 

(2) einen Schritt 2, in dem in einem einzigen Rea* 
genzrdhrchen gleichzeidg komplementare Ketten 
zu den DNA-Proben synthetisiert werden, um 
DNA-Fragmente zu bilden; 

(3) einen Schritt 3, in dem die DNA-Fragmente 
elektrophoretisch getrennt und auf Fiher immobili- 
siert werden; 

(4) einen Schritt 4, in dem eine mit einem Radioiso- 
top markierte DNA-Sonde an einer der DNA-Pro- 
ben angebracht wird, mit der sie als einziger hybri- 
disieren kanri, um das DNA-Fragment fur die Be- 
stimmung der DNA-Basensequenz in der DNA- 
Probe nachzuweisen; 

(5) einen Schritt 5, in dem die mit den Radioisotop 
markierte DNA-Sonde ausgewaschen wird und ei- 
ne andere mit einem Radioisotop markierte Sonde 
an einer anderen DNA-Probe angebracht wird, mit 
der sie hybridisieren kann. um das DN A- Fragment 
zur Bestimmung der DNA-Basensequenz der 
DNA-Probe nachzuweisen und, 

(6) einen Schritt 6, in dem das Verfahren nach 
Schritt 5 fOr die anderen restiichen DNA-Proben 
wiederholt wird, bis ihre Basensequenz bestiramt 
werden kann. 

Das obenerwahnte Verfahren gestattet die gleichzei- 
tige Reaktion bzw. Umsetzung und Bektrophorese zur 
Bestimmung der DNA-Basensequenzen von vielen Pro- 
ben. Diese Technik wurde von G. M. Church et aL "Mul- 
tiplex DNASequ ncing*. Science. Bd. 240 (1988), Seiten 
185 bis 188,beschriebeiL 

Das obenerwahnte Verfahren kann nicht fur Pr ben 
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verwendet werden, die anders als die Radioisot pen 
markiert sind, weil das DN A-Bandmuster auf dem Filter 
fixiert werden mufc Der Grund ist, daB die Verwendung 
von Floureszenzsonden die Lichtstreuung durch Filter 
5 zur Foige hat was eine zu niedrige Empfindlichkeit er- 
gibt 

Es ist das Ziel der vorliegenden Erfindung, ein Verfah- 
ren anzugeben. welches die Schwierigkeiten der oben- 
erwahnten herkdrnmlichen Technik vermeidet und eine 

to DNA-Basensequenzbestimmung durch Fluoreszenz- 
lichtnachweis mit einer Vielzahi von gieichzeiug zu ver- 
arbeitenden Proben moglich macht 

Als Ergcbnis der Untersuchungen der Erfinderist nun 
gefunden worden, daB das obenerwahnte Ziel der Erfin- 

15 dung mit einem Verfahren erreicht werden kann, das 
beinhaltet: einen Schritt 1. in dem verschiedene DNA- 
Proben in jeweils verschiedene Vektoren geklont wer- 
den, einen Schritt 2, in dem verschiedene Primer herge- 
stellt werden, die einzig mit den entsprechenden Vekto- 

20 ren hybridisiert werden konnen und welche mit jeweils 
unterschiedlichen Fhiorophoren markiert sind; einen 
Schritt 3, in dem zu den in Schritt 1 erhaltenen Proben, 
im Gemisch mit den obenerwahnten verschiedenen Pri- 
mern, komplementare Ketten synthetisiert werden; ei- 

25 nen Schritt 4 r in dem aus den bekannten Gemischen, die 
in Schritt 3 erhalten wurden, vier DNA-Fragmentgmp- 
pen mit jeweils vier unterschiedlichen Endgruppen her- 
gestellt wrden; und einen Schritt 5, in dem die durch die 
Endgruppen klassifizierten vier DNA-Fragmentgrup- 

30 pen auf individual unterschiedlichen Elektrophorese- 
bahnen elektrophoretisch wandern gelassen werden 
und, dafl von den DNA-Fragmenten jeder DNA-Frag- 
raentgruppe emittierte Fluoreszenzlicht nachgewiesen 
wird. 

35 Auf der Grundlage der neuen Erkenntnis haben die 
Erfinder die vorliegende Erfindung weiter studiert und 
vervollst&ndigt Ein erfindungsgemaBen Verfahren zur 
DNA-Basensequenzbestimmung ist wie folgt: 

Es werden Einzelstrang-DNA-Proben hergestellt bei 

40 denen eine Vielzahi von Basensequenzen, jeweils etnge- 
fugt in verschiedene Vektoren, bestimmt werden sollen. 
Primer, deren Anzahl mit der Anzahl der Arten von 
Vektoren korrespondiert, deren Basensequenzen von- 
einander imterscniedlich sind und welche nur mit einem 

45 bestimmten Vektor hybridisiert werden kdnnen. werden 
mit jeweiligen Fluorophoren mit unterschiedlichen 
Emissions welleniangen markiert Die mit den jeweiligen 
Fluorophoren mit unterschiedlichen Emissionswellen- 
langen markierten Primer werden mit der Vielzahi der 

so entsprechenden unterschiedlichen Vektoren fur die je- 
weiligen Einzelstrang-DNA-Proben derart hybridisiert, 
daB alle DNA-Proben mit alien Primem gemischt und 
umgesetzt werden; das Gemisch der umgesetzten Pro- 
ben wird in vier Teile aufgeteilt; in den in vier Teilen 

35 geteilten Gemischen der Proben werden einzein kom- 
plementare Ketten synthetisiert, so daB die Endgruppen 
da von Adenin, Cytosin, Guanin bzw. Thy mi n sind, wo- 
durch einzein eine DNA-Fragmentgruppe hergestellt 
wird, in der die Endgruppe des DNA- Fragments Adenin 

60 ist cine DNA-Fragmentgruppe, in der die Endgruppe 
des DNA-Fragments Cytosin ist, eine DNA-Fragment- 
gruppe, in der die Endgruppe des DNA-Fragments 
Guanin ist und eine DNA-Fragmentgruppe, in der die 
Endgruppe des DNA-Fragments Thymin ist; und die 

65 jeweiligen DNA-Fragmentgruppen werden eletropho- 
retisch wandern gelassen; individuelles Fluoreszenz- 
licht das von den DNA-Fragmenten jeder Gruppe 
emittiert wird, wird nachgewiesen, und die Pr ben wer- 
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den getrennt und entsprechend den unterschiedlichen 
Exmssionswelleniangen der Vielzahl der DNA-Probcn 
nachgewiesen. 

Als Vektoren kdnnen verwendet werden, z. B., ein be- 
kannter M13-Vektor, YAC-Vektor, pUC-Vekt r etc 
Die Einzelstrahg-DN A-Proben kdnnen in einer Art und 
Weise hergestellt werden, z. R, daB die gewQnschte bzw. 
Ziel-DNA mit einem bestimmtcn Teil des Vektors klo- 
niert wird und dann alkali-denaturiert wird, wie be- 
kannu Jeder Vektor hat eine VielzahJ von Klonierteilen. 
Jeder der Primer kann auf dem Weg erhalten werden, 
daB das Oglionucletid mit 18 bis 20 Basen, welches zu 
einera Teil des Vektors komplementar ist kunstlich syn- 
thetisiert und fluoreszenzmarkiert wird. Da die erhalte- 
nen Primer in ihrer Sequenzkonfiguration unterschied- 
lich voneinander sind, kdnnen sie nur mit einem beson- 
deren der einzelncn Vektoren hybridisiert werden. Die 
Fluorophoren, die die Primer markieren, kdnnen FITC 
(Flnorescein-isothiocyanat) mit 515 nm maximaier 
Ernisskraswellenlange, NBD-F (4-Fluor-7-nitrobenben- 
zofurazan) mit 540 nm maximaier Emissionswellenian- 
ge, TRFTC p^ttamethylrhodamiivisomiocyanat) mit 
575 nm maximaier EmissionswellenUnge, Texas-Rot 
mit 605 nm maximaier Emissionswelleniange usw. sein. 

Das Verfahren zur Hybridisierung der Primer mit den 
Vekt ren und die Bildung der DNA-Fragmente durch 
Synthese komplememarer Ketten kann mit ttblichen 
Methoden durchgefOhrt werden. 

Die Basensequenzen einer Vielzahl von Einzelstrang- 
DNA-Proben mit jeweils unterschiedTichen DNA-Ba- 
sensequenzen kdnnen z*B. dadurch gltichzeitig be- 
stimmt werden, daB die DNA-Fragmentgruppen, die gc- 
maB der Sorte der Endgruppen klassifiziert sind, auf 
ihren jeweiligen Wanderungsbahnen wandern gelassen 
werden und, daB danach das Fluoreszenzlicht, das emit- 
tiert wird, durch das Anlegen eines Laserstrahls auf die 
Abschnitte mit einem bestimmten Abstand, zu denen die 
DNA-Fragmente wandern, durch bekannte Weilenlan- 
gentrennungsvorrichtungen. so wie Rotationsfilter odcr 
ein Prisma aufgetrennt werden und jede der getrennten 
Wellenlangen einzem mit einem zweidimemionalen 
Ruoreszenzlichtdetektor nachgewiesen wird, wodurch 
die Froben getrennt und nachgewiesen werden, und auf 
der anderen Seite die Sorte der Endgruppen jedes 
DNA-Fragments bekannt wird, weil bekannt ist, auf 
welcher Wanderungsbahn die Fluoreszenz emittiert 
wird. 

Die Wanderungsbahnen kdnnen auf einem Polyacry- 
lamidgel oder Agarosegel zwischen Geltragerplatten, 
wie z. B. Quarz- oder Glaspiatten, ausgebildet werden. 

In KQrze kann das erfindungsgemaBe Verfahren zur 
DNA-Basensequenzbestimmung wie folgt zusammen- 
gcfaBt werden. Unterschiedliche Primer werden mit 
Fluorophoren mit unterschiedlichen Emissionswellen- 
langen markiert. Zu Proben von unterschiedlichen 
DNA-Fragmenten, die mit den Primern hybridisiert 
sind, werden im gemischten Zustand fOr jede Endgruppe 
komplementare Ketten synthetisiert. Die komplemen- 
* tar-ketten-synihetisierten Gemische werden auf unter- 
schiedlichen Wanderungsbahnen entsprechend den je- 
weiligen S rten der Endgruppen wandern gelassen. 
Fluoreszenzlicht, welches von Abschnitten cmittiert 
wird, zu denen sie gewandert sind und auf die ein Laser- 
strahl angelegt ist, wird nachgewiesen und die vorbei- 
wandernden DNA-Fragmente werden nachgewiesen. 
Die Arten der Probe und der Endgruppen w rden be- 
stimmt durch die Emissi nswellenlange bzw. die Lage 
der Wanderungsbahnen, wodurch die DNA-Basense- 



quenz jeder Probe bestimmt wird. 

Weitere Vorteile. Merkmale und Anwendungsmdg- 
Uchkeiten der voriiegenden Erfindung ergeben sich aus 
der nachfoigenden Beschreibung in Verbindung mit der 
s Zeichnung. 

Fig. 1 ist ein Probenherst tlungsschniudiagramm ei- 
ner erfindungsgemaBen Ausf uhrungsform. 

Ftg. 2 ist eine Veranschaulichung und zeigt Gruppen 
derindenSchritten von Fig. l hergestellten Proben. 

io Fig. 3 ist eine schematische Ansicht, die eine Elektro- 
phorese-Vorrichtung vom Mehrfarben-Fluoreszenz- 
Nachweistyp veranschaubcht, die in einer erfmdungsge- 
maBen Ausf uhrungsform verwendet wird, und 
Fig. 4 ist eine vergroBerte Ansicht von Linienabbil- 

IS dungen, die auf einem BUdschirm der Elektrophorese- 
vorrichtung vom Merirfarben-Fluoreszenz-Nachweis- 
typ abgebildet wrden, die in einer erfindungsgemaBen 
Ausf uhrungsform verwendet wird. 

Bezugnehmend auf die Fig. 1 bis 4 wird unten eine 

io erfindungsgemaBe Ausfahrungsform beschrieben. Zu- 
erst werden in der Ausf uhrungsform zwei doppektran- 

' gige DNAs (DMA a und DNAb) isoliert deren Basense- 
quenzen bestimmt werden solleru In der voriiegenden 
Ausf uhrungsform wird eine vordere und eine hintere 

zs Basensequenz der beiden doppelstrangigen DNAs in 
der rechten und umgekchrten Richtung bestimmt. d h. 
insgesamt werden vier Basensequenzen bestimmt 

Zu diesem Zweck werden vier unterschieoTiche Vek- 
toren 1 bis 4 verwendet, urn die jeweiligen DN A- Basen- 

30 sequenzen zu bestimmen. Insbesondere werden die vor- 
dere Einzelstrang-DNAai und die hintere Einzcistrang- 
DNAaz der doppelstrangigen DNAa und die vordere 
Einzelstrang-DNAbi und die hintere Hnzelstrang- 
DNA02 der doppelstrangigen DNAb in jeweils unter- 

35 schiediche Vektoren 1 bis 4 kombiniert, urn neu ange- 
ordnete Vektoren zu bilden. Diese sind vier Einzel- 
strang-DN A* Proben 5 bis & 

Andererseits werden die Primer 9 bis 12 hergestellt, 
die unterschiedliche DNA-Basenstquenzen haben, wo- 

40 bei jeder nur mit einer Sorte der Vektoren 1 bis 4 hybri- 
disieren kann. Die Primer sind jeweils mit Fluorophoren 
mit unterschiedlichen Emissionswellenlangen markiert, 
einschlieBlich eines Fluorescein-isothiocyanats mit 
515 nm Emissionswelleniange (FITC 4-Fluor-7-nitro- 

45 benzofurazan mit 540 nm Emissionswelleniange (NBD- 
F), Tetramemylrhodamm-isothiocyanat mit 573 nm 
Emissionswelleniange (HUTC) und Texas-Rot mit 
605 nm Emissionswelleniange. Sodann wird jede der 
DNA-Probcn 5 bis 8 mit den jeweiligen Primern 9 bis 12 

50 zum Hydrisieren zusammengemischt. Jeder Primer 9 bis 
12 kann nur mit einem entsprechend en der Vektoren 1 
bis 4 hybridisiert werden. Die erhaltenen hybridisterten 
DN A- Proben. wie in Fig. 1 gezeigt, sind die DN A- Pro- 
ben 5—9, 6—10, 7—11 und 8—12 als ein verarbeitetes 

59 Gemisch. 

Dann wird das verarbeitete Gemisch in jeweils vier 
Teile geteilt Jeder Tei! wird einzeln mit Deoxynucleoud 
und Dideoxynucleotid zusammengesetzt, so daB die je- 
weilige Endgruppe der vier Teile Adenin, Cytostn, Gua- 

60 nin bzw. Thymin werden kann. Die Ergebnisse werden 
jeweiligen enzymatischen Umsetzungen unterworfen 
(in Fig. 1 gezeigt als A% C-. G- bzw. T-Umsetzung) urn 
die Kompfcmcntar-Kctten- Synthese zu vollziehen. 

Die Komplementar* Ketten-Synthesen kOnnen indivi- 
65 duelle DNA-Fragmentgruppen herstellen, deren End- 
gruppe des DNA-Fragments eine von den vier Sorten 
ist. Die DNA-Fragmentgruppen beinhalten die Grup- 
pen A, C, G und T. Die Gruppe A (oder A-Familie) ist 
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die, in der die Endgruppe des DNA-Fragments Adenin 
ist lnsbesondere ist die DNA-Fragmentgruppe A erne 
Gruppe; in der die Endgnippen der DNA-Probe, die mit 
den Vektoren hybridisiert wurde, Adenin sind. Sic bein- 
haitet 5-9-A, 6-10-A, 7-1 1-A und 8-12-A, gezeigl in 
Fig. 1. Die Gruppe C (oder C-Familie) ist die r in der die 
Endgruppe des DNA-Fragments Cytosin ist. Insbeson- 
dere ist das DN A-Fragment der Gruppe C cine Gruppe. 
in der die Endgnippen der DNA-Proben, die mit den 



sensequenzen sirnuttan zu bestimmen. 

In dieser Ausbikhingsform werd n als Laserstrahlen- 
quellen ein Argonlaser mit 488 nm Wellenlange und ein 
He-Ne-Laser mit 543 nm Wellenlang verwendeL Der 
Argonlaser und der He-Ne-Laser kSnnen in einer Ein- 
heit integriert werde, um den gftetchen Abschnitt oder 
unterscbiedliche Abschnittc zu bestrahlen, die 2 mm 
oder mehr beabstandet sind Fur die Anregung von 
FTTC und NBD-F der markierenden Fluorophore wird 



Vektoren hybridisiert sind, Cytosin sind. Sie beinhaitet to der^Argonlaser verwendet; fur die Anregung^ von 
5-9-C 6-10-C. 7-1 1-C und 8-12-C gezeigt in Rg.2. Die ' ~ — -- « ^ ---- T '" M - 1 - 

Gruppe G (oder G-Fanrilie) ist die, in der die Endgruppe 
des DNA-Fragments Guanin ist lnsbesondere ist die 
DNA-Fragmentgruppe G eine Gruppe, in der die End- 
gnippen, der mit den Vektoren hybridisierten DNA- 15 
Probea Guanin sind. Sie beinhaitet 5-9-G, G-10-G. 
7-il-G und 8-12-G, gezeigt in Fig. 2. Die Gruppe T 
(oder T-Famflie) ist die, in der die Endgruppe des DNA- 
Fragments Thymin ist lnsbesondere ist die DNA-Frag- 



TRJTC und Texas-Rot wird der He-Ne-Laser verwen- 
det Fur groSe Probenanzahlen kdnnen zus^tzliche 
Fluorophore mit langeren Welleniangen verwendet 
werden. FQr die zusatztichen Fluorophore kann ein wei- 
terer He-Ne-Laser mit 633 nm Wellenlange oder ein 
Haibleiter laser verwendet werden. 

Die oben beschriebene AusfOhrungsform la&t deut- 
lich erkennen, dad das erfmdurigsgemafie Verfahren in- 
sofern vorteilhaft ist daB so viele Proben bearbeitet 



mentgruppe T eine Gruppe, in der die Endgruppen der 20 werden kdnnen, wie Mischungsformen selbst, wobei 



mit den Vektoren hybridisierten DNA-Proben, Thymin 
ist Sie beinhaitet 5-9-T, 6-10-T. 7-11-T und 8-12-T, ge- 
zeigt in Fig. Z 

In Fig. 3. in der die Oektrophoresevorrichtung vom 
Mehrfarben-Fluoreszenznacbweistyp veranschaulicht 
ist enthalt eine Elektrophoresetrenngelplatte 110 Poiy- 
acrylamid einer Konzentration von 6%, gebildet in ei- 
nem 0^ mm Raum zwischen Quarzplatten von 
200 mm x 300 mm (nicht gezeigt). Es solhe angemerkt 
werden, daB die Konzentration des Poryacrylamids hier- 
in angezeigt wird als dessen totale Monomerkonzentra- 
tion in %-Gewicht pro Volumen (g/ml). Die Elektropho- 
resetrennplatte 110 hat Probeninjekttonstaschen 112. 
113, 114 und 115. Die Probeninjektionstaschen tragen 
die DNA-Fragmentgruppen A, Q G und T jeweils dort 35 
hineingetropft durch eine Injektionsschablone bzw. 
Spritze, um diese wandern zu Jassen. Die Elektrophore- 
setrenngelplatte 110 hat einen durch eine Seitenfla'che 
derselben auf einen Abschnitt etwa 25 cm unterhalb des 
Bodens derTaschen gerichteten Laserstrahl 123, zu dem 40 
die DNA-Fragmentgruppen wandern, und zwar unter 
Verwendung einer Laserstrahlquelle 116. Dies bewirkt 
daB die DNA-Fragmentgruppen FluoreszenzHcht emit- 
tieren. Das emittierte Fluoreszcnzlicht wird durch ein 
Prisma (nicht gezeigt) geteilt und Spektren verschiede- 
n r Wellenlangen, die unterschiedlicfaen Fluoreszenz- 
markierungen der Proben 5 bis 8 entsprechen, werden 
durch optische BandpaBfilter erhalten. Diese Fluores- 
2 nzspektren werden auf einen Fokussierungstcii eines 
zweidimensionalen Fluoreszenzlichtdetektors 117 fo- 
kussicrt um Fluoreszenzlichtabbildungen entsprechend 
den Proben 5 bis 8 zur Verf flgung zu stellen. 

Di Huoreszenzlichtabbildungen, die auf den Fokus- 
sierungstetl des zweidimensionalen Fluoreszenzlichtde- 
tekt rs t!7 fokussiert sind, kfinneu durch einen Bild- 55 
schirm 121 als vier Linienbilder 122 entsprechend den 
jeweiligen Proben 5 bis 8 wiedergegeben werden. Zur 
gleichen Zeit konnen die Fluoreszenzlichtbilder durch 
eine Anzeige 120, durch eine Steuerung 118 und eine 
Datenverarbeitungseinheit 1 19 wiedergegeben werden. 

Fig. 4 zeigt eine vergroBerte Abbildung der Linienbil- 
der 122, die auf dem Bildschirm 121 abgebildet werden. 
Die vier Linienbilder entsprechen den jeweiligen Pro- 
ben 5 bis 8 abwarts. Die Flachen A, Q G und T, ange- 
zeigt durch Punktlinien sind Flachen, die den jeweiligen 
DNA-Fragm ntgnippen A. C, G und T jeder der Probe 
entsprech n. Die auf diese Weise erhaltenen Daten k6n- 
nen arithm tisch verarbeitet werden, um die DNA-Ba- 



gleichzeitig der betricbsmaflige Aufwand reduziert wer- 
den kann. In dem Verfahren, in dem die DNA-Frag- 
mentgruppen A, Q G und T mit verschiedenen Farben 
raarkiert sind und auf der gleichen Bahn wandern, mus- 
25 sen die Wanderungszeitdifferenzen, bedingt durch die 
Farbdifferenzen korrigiert werden. Das erfmdungsge- 
m&Bc Verfahren ist auch in dieser Hinsich vorteilhaft, 
weil es keine Korrekrur der Wanderungsgeschwindig* 
keitsdifferenzen benStigt die durch den Unterschied 
30 der Markierungsfarbstoffe bedingt sind, da die gletche 
Probe mit der gleichen Farbe markiert werden kann. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur DNA-Basensequenzbestimmung, 
umf assend die Schritte: 

i) Klonieren einer Vielzahl von DNA-Proben 
mit jeweils unterschiedlichen Vektoren (L 2, 3, 

ii) Komplementfir-ICetten-Syntheusieren der 
Proben (5, 6, 7, 8) erhalten in Schritt i) im Ge- 
misch mit Primern (9, 10, 11,12), entsprechend 
den jeweiligen Vektoren (1. 2. 3, 4), wobei die 
Anzahl der Primer(9. 10, 1 1, 12) der Anzahl der 
Sorten von Vektoren (1, 2, 3, 4) entspricht, je- 
der dieser Primer (9, 10, It, 12) in der Lage ist, 
ausschlieBlich mit emem spezifischen dieser 
VeKtbren (1, 2, 3, 4) zu hybridisieren, und die 
Primer (9, 10, 11, 1 2) mit Fluorophoren mar- 
kiert sind, die jeweils unterschiedliche Wellen- 
langen haben: 

iii) Herstellen von vier DNA-Fragmentgrup- 
pen mit jeweils vier unterschiedlichen End- 
gruppen aus dem behandelten Gemisch (5-9, 
6-10, 7-1 1, 8-12) erhalten in Schritt ii); und 

iv) elektrophoretisches Wandernlassen der 
vier DNA-Fragmentgruppen und Nachwcis 
des Fluoreszenzlichts, emittiert von den jewei- 
ligen DNA-Fragraenten in jeder DNA-Frag- 
mentgruppe. 

2. Verfahren zur DNA-Basensequenzbestimmung, 
umf assend die Schritte: 

i) KJonieren einer Vielzahl von unterschiedli- 
chen Emzelstrang-DN A- Proben, deren Basen- 
sequenz bestimmt werden sou, mit jeweiligen 
Vektoren (1, 2. 3. 4), unterschiedlich fur jede 
Pr be; 

ii) Markieren der Primer, deren Anzahl der 
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Anzahl der Sorten v n Vektoren (1, 2, 3, 4) 
entspricbt, deren Basensequenzen unter- 
schtedlich von inander sind und die nur mil 
einem spezifiscfaen V ktor faybridisiert werden 
konnen, und zwar mh jeweiligcn Fluoropho- s 
rcn mit unterschiedlichen Emissi nswellenlan- 
gen; 

in) Hybridisieren der Primer (9. 1 0. 1 1 . 1 2\ mar- 
kiert mh den jeweiligen Fluorophoren mit un* 
tersdiiedlichen EmissioDsweliealangen, mit ei- 10 
ner Vielzahl von entsprechenden Vektoren (1, 
2. 3, 4) f fir die jeweiligen Einzelstrang-DNA- 
Proben (5, 6, 7, 8), kloniert mit den Vektoren (1. 
2. X 4) derart, daB all die DNA-Proben (5, 6, 7, 
BX kloniert mit den Vektoren (1, 2. 3, 4\ ge- 15 
mischt und verarbeitet werden mit all den Pri- 
mern^iaiun); 

iv) Teilen jeder der Mischungen (5-9, 6-10, 
7-11, 8-12) der Proben, verarbeitet in Schritt 3^ 
invierTeUe; 20 

v) Komplementar-K.etten-Synthetisieren der 
viergeteilten Gemische (5-9. 6-10, 7-1 1, 8-12) 
der Proben individucll, so dafi Endgmppen da- 
von Adenin, Cytosin, Guanin bzw. Thyrain 
werden konnen, wobei individuell eine DNA- 2s 
Fragmentgruppe hergestellt wird, in der die 
Endgruppe des DN A-Fragrnents Adenin ist, 
eine DNA-Fragmentgruppe, in der die End- 
gruppe des DNA- Fragments Cytosin ist, eine 
DNA* Fragmentgruppe, in der die Endgruppe 30 
des DNA- Fragments Guanin ist und eine 
DNA-Fragmentgruppe, in der die Endgruppe 
des DNA- Fragments Thymin ist; und 

vi) elektrophoretisches Wandemlassen der 
DNA-Fragraentgruppen>lachweisen des indi- 35 
viduellen Fluoreszenzlichts. emittiert von den 
DNA-Fragmentgruppen, und Trennen und 
Nachweisen der Proben nach ihren unter- 
schiedlichen Emissionswellenlangeru und zwar 
von einer Vielzahl von DNA-Proben. 40 

3. Verfahren zur DNA-Basensequenzbcstinimung 
nach Anspruch 2, in dem die Trermung und der 
Nachweise der DNA-Fragmentgruppen derart 
durchgefOhrt wird, dafi die Proben getrennt und 
nachgewiesen werden unter Verwendung der emit- 45 
tierten Wellenlangenumerschiede in jeder DNA- 
Fragmentgruppe, die elektrophoretisch auf den 
entsprechenden Wanderungsbahnen bewegt wird 
und zur gleichen Zeit wird die Sortc der Endgmp- 
pen spezifiziert durch die Lage der Wanderungs- so 
bahnen, an der das Fluoreszenzlicht emittiert wird. 
so dafi eine Vielzahl von unterschiedlichen Basen- 
5equenzen einer Einzelstrang-DNA-Probe simul- 
tan bestimmt wird. 

4. Verfahren zur DNA-Basensequenzbestinunung 5$ 
nach Anspruch 3, in dem die Proben separiert und 
nachgewiesen werden durch Verwendung von 
Fluoreszenzfichtwellenlangenunterschieden der je- 
weiligen DNA-Fragmentgruppen, daft emittiert . 
wtrd durch das Antegen eines Laserstrahls (123) auf 50 
Abschnitte mit bestimmten Abstanden, zu denen 
die DNA-Fragmentgruppen auf den Wanderungs- 
bahnen wandern. 

5. Verfahren zur DNA-Basensequenzbestimmung 
nach Anspruch 4 t in dem die Trennung und der 65 
Nachweis d r Proben unter Verwendung der Fluo- 
reszenzlicht missionswellenlangenunterschicde 

der DNA-Fragmentgruppen in der Art durchge- 
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fuhrt wird, dafi das Fluoreszenzlicht der DNA- 
Fragmentgruppen mit einer Wellenlan gentrenn- 
vorrichtung auf getrennt wird und jede der getrenn- 
ten WeUenlangen individueil durch einen Detekt r 
( 1 1 T) nachgewiesen wird. 

6. Verfahren zur DNA-Basensequ nzbestiramung 
nach Anspruch 5, in dem der Detektor (117) ein 
zweidimensionaler Fluoreszenzlichtdetektor ist 
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